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棉花45SrDNA内转录间隔区的克隆与分析
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摘 要:45SrDNA的内转录间隔区(Internaltranscribedspace,ITS)序列变异性强,是被广泛应用于物种间进

化关系研究的序列标签.通过克隆艾克棉(Gossypiumekmanianum,AD6)、斯蒂芬斯棉(Gossypiumstephensii,AD7)、

异常棉(Gossypiumanomalum,B1)、戴维逊氏棉(Gossypiumdavidsonii,D3-d)、克劳茨基棉(Gossypiumklotzschia-
num,D3-k)、旱地棉(Gossypiumaridum,D4)6个棉种的ITS序列,首次获得新鉴定的2个四倍体棉种艾克棉和斯蒂

芬斯棉的ITS区序列信息,补充了异常棉、克劳茨基棉和戴维逊氏棉3个棉种ITS区序列的未知碱基.基于ITS序列

信息构建了涵盖A,B,C,D,E,F,AD7个基因组的棉属系统发育树,确定了新鉴定的2个四倍体棉种进化地位,探

讨了棉属亲缘关系.研究结果补充和完善了棉属ITS序列信息,进一步明确了棉属间的进化关系,为棉属亲缘关系分

析提供参考.
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棉属(Gossypium)属于锦葵科(Malvaceae)棉族(Gossypieae),包括8个二倍体基因组(A-G和 K)和

1个由A和D基因组祖先种杂交后加倍形成的异源四倍体基因组(AD)[1].棉属大约有50多个种,基因组多

样性较高,是植物分类、系统发育、基因组进化研究的重要物种[2],棉属的进化关系、异源四倍体棉种的供体

种研究倍受重视.早期研究者根据染色体大小和种间杂交的染色体行为对棉属的不同基因组进行界定[3-5].
近年来,基于更多的形态、生理、分子生物学证据,不断有新种被挖掘和定名[6-9],棉属的分类体系也不断

完善.
真核生物中,核糖体DNA基因(ribosomalDNA,rDNA)包括5SrDNA和45SrDNA.其中45SrDNA

是由18SrDNA,5.8SrDNA和28SrDNA串联排列组成的重复单元,通过内转录间隔区(Internaltran-
scribedspace,ITS)和基因间隔区(Intergenicspacer,IGS)连接.ITS是由ITS1,ITS2和高度保守的5.8SrD-
NA外显子共同组成的区域,其中ITS1和ITS2分别处在5.8SrDNA左右两侧,嵌入在18S和28S之间[10].
相对于保守性很高的核糖体DNA基因编码区,ITS区进化速度快,序列变异丰富,已经成为种属关系鉴别

的重要分子标记.最早PORTER和COLLINS基于ITS序列对蚊属姊妹种Anophelesfreeborni和Anophe-
leshermsi进行了种间差异的鉴别[11].之后,利用ITS进行种群分化或系统发生生物地理学等方面的研究逐

渐增加,涉及真菌[12]、藻类[13]、动物[14]、植物[15-16]等.在物种属间、种间、甚至种内关系研究中发挥了重要作用.
不同研究者依据不同的研究方法对棉属的进化关系提出了不同的见解.WENDEL和ALBERT根据叶

绿体DNA(cpDNA)限制性位点数据,提出澳洲棉谱系(C,G和K基因组)是棉属中最早分化出来的[17].后
来基于核糖体内部转录间隔区(nrITS)的序列数据分析,认为E基因组和C基因组是姐妹类群[18-19].通过对

NCBI收录的棉属ITS序列进行分析,发现部分棉种的ITS序列存在大量的未知碱基;同时,由于近年来新

  收稿日期:2022-09-29;修回日期:2022-11-25.

  基金项目:国家重点研发计划项目(2018YFD0100300);中原科技创新领军人才(214200510029);河南省教育科学“十四

五”规划一般课题(2021YB0283).

  作者简介:刘玉玲(1972-),女,河南长垣人,安阳工学院副教授,博士,研究方向为细胞遗传学,E-mail:liuylay2012@163.

com.

  通信作者:彭仁海,E-mail:aydxprh@163.com.



种的鉴定[6-9],棉种的ITS序列信息有待进一步完善.本研究利用真核生物ITS序列通用引物,对候选棉种

的ITS序列进行克隆分析并构建候选棉种的系统进化树,为棉属的进化与亲缘关系提供科学依据与参考.

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验所用的材料由中国农业科学院棉花研究所野生棉课题组提供,包括棉属的6个棉种:艾克棉(Gos-
sypiumekmanianum,AD6)、斯蒂芬斯棉(Gossypiumstephensii,AD7)、异常棉(Gossypiumanomalum,

B1)、戴维逊氏棉(Gossypiumdavidsonii,D3-d)、克劳茨基棉(Gossypiumklotzschianum,D3-k)、旱地棉(Gos-
sypiumaridum,D4);其他14个棉种及1个棉属的近缘属克氏拟似棉的ITS序列从NCBI数据库下载,具
体信息见附表Ⅰ.ITS通用引物是根据18S和28S序列的保守性设计的[19],由上海生工生物公司合成.引物

信息为:F/5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3',R/5'-TCCTCCTCCGCTTATTGATATGC-3'.
1.2 棉花DNA提取,ITS序列的PCR扩增、回收

用EZUP柱式植物基因组DNA提取试剂盒(生工生物)提取基因组DNA,经超微量分光光度计Nano-
Drop2000检测浓度,质量分数为1%琼脂糖凝胶电泳检,-20℃保存备用.以候选棉种基因组DNA为模板

进行PCR扩增,扩增体系为50μL,其中包括2×TaqMasterMix25μL,10μmol的正向和反向引物各

0.8μL,模板DNA1μL,ddH2O22.4μL.扩增条件:95℃5min,95℃30s,55℃30s,72℃45s,循环

30次,最后72℃10min.质量分数为1%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物片段长度,选择背景清晰,亮度适合

的条带,使用HiPureGelPureDNAMicroKit(D2110-024)(Magen)回收ITS扩增片段.
1.3 目的片段的克隆及测序

回收产物用pEASY-BluntZeroCloningKit(TransGenBiotech)连接,转化到50μL大肠杆菌Trans1-
T1菌株感受态细胞,涂布于含有卡那霉素的LB培养基培养过夜,以ITS引物对生长菌落进行菌落PCR鉴

定,确定阳性克隆.每个棉种随机挑选5个阳性克隆送至上海生工生物公司测序.
1.4 系统发育分析

根据文献测得序列用DNAMAN反复比对后去除两端18S和26S的区域以及部分引物区删除,获得候

选棉种的ITS区(ITS1,5.8S,ITS2)序列信息[20].用克氏拟似棉属的克氏拟似棉(Gossypioideskirkii)ITS
序列作外类群,加上NCBI数据库选择的棉属不同基因组的14个代表棉种的ITS序列,用MEGA-X软件中

的Alignment程序中的ClustalW对所有序列进行多重对位排列(Multiplealignments),用 MEGA-X软件

包进行系统发育分析和进化树的构建,用 MaximumCompositeLikelihood模型计算遗传距离,所有对位排

列结果中的空位(gaps)或缺失数据(Missingdata)作成对删除(Pairwisedeletion)处理,进化距离分析采用

邻位相连法(NJ,Neighbor-joining).系统树的每个分支的统计学显著性分析以Bootstrap进行检验,重复次

数为1000.

2 结果与分析

2.1 基因组DNA质量检测结果

提取得到艾克棉、斯蒂芬斯棉、异常棉、戴维逊氏棉、克劳茨基棉和旱地棉的基因组DNA,通过 Nano-
Drop2000进行了浓度检测,质量浓度都在200mg/L以上,A260/280也符合要求.通过琼脂糖凝胶电泳进行

长度检测,电泳条带清晰,没有降解,能够满足后续实验的需要(附图1(a)).
2.2 ITS序列扩增、回收与测序

采用通用引物ITS(F+R)以6种候选棉种DNA为模板扩增目的片段,得到范围在750~1000bp之间

的PCR产物.分别切胶回收,胶回收的片段结果见附图Ⅰ(b),与预期片段大小相符合.菌落PCR检测结果见

附图Ⅰ(c)所示,大部分克隆为阳性,挑选部分片段长度与胶回收产物长度一致的阳性克隆,送上海生工生物

有限公司测序.部分棉种测得的克隆序列长度为799~800bp,符合PCR产物的片段长度,其中包括引物设

计过程中涉及的部分18SrDNA和28SrDNA序列,以及ITS1,ITS2和5.8SrDNA的序列.
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2.3 ITS序列组成

根据报道[20],阳性克隆的测序序列去除18SrDNA的3'端和26SrDNA的5'端区域的碱基序列,保留

ITS区域,即ITS1-5.8S-ITS2区域.结果显示6个候选棉种的ITS区序列长度除了异常棉683bp外,其他皆

为682bp(表1),长度符合被子植物ITS区500~750bp的特征.序列比对表明,艾克棉和斯蒂芬斯棉序列一

致(图1),其他棉种间表现出明显的碱基变异.
表1 候选棉种ITS区段的长度和碱基含量

Tab.1 LengthandbasecontentofITSsequencesofcandidatecotton

棉种 片段长度/bp A碱基含量/% C碱基含量/% G碱基含量/% T碱基含量/%

艾克棉AD6 682 20.7 31.1 28.6 19.6

斯蒂芬斯棉AD7 682 20.7 31.1 28.6 19.6

异常棉B1 683 21.7 29.0 27.8 21.5

戴维逊氏棉D3-d 682 20.8 30.1 28.6 20.5

克劳茨基棉D3-k 682 21.1 30.8 28.2 19.9

旱地棉D4 682 20.7 30.6 28.6 20.1

  NCBI收录的棉种ITS序列中存在不同数量的未知碱基,本实验结果对序列信息进行了完善.如NCBI
收录的异常棉ITS区序列(序列号U56807)在368~401bp为未知碱基,本测序结果显示该区域的碱基为

TATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGC(图2(a));克劳茨基棉(序列号 U12728)的211bp,

214bp和216bp位置处分别存在一个未知碱基 N,本测序结果在相对应的碱基分别是 G,A,G碱基

(图2(b));戴维逊氏棉(序列号U12729)的第211bp,214bp位置分别存在一个未知碱基N,本测序结果在

相对应的碱基分别是G,A(图2(c)).
2.4 棉属ITS序列比较和系统发育分析

克隆得到的6个棉种的ITS区(ITS1,5.8S,ITS2)序列与NCBI下载的14个棉种的ITS序列一起,以
棉属近缘属克氏拟似棉的ITS序列作为外族,利用MEGA-X软件构建了涵盖棉属A,B,C,D,E,F和AD共

7个基因组的NJ系统发育树(图3).结果显示,AD基因组的艾克棉(AD6)和斯蒂芬斯棉(AD7)和陆地棉

(AD1)处于同一个小分支,三者的亲缘关系较近,支持率达到了61%;海岛棉(AD2)与达尔文氏棉(AD5)形
成独立小分支,亲缘关系较近,支持率87%;D基因组中雷蒙德氏棉(D5)与异源四倍体陆地棉(AD1)、海岛

棉(AD2)、达尔文氏棉(AD5)、艾克棉(AD6)和斯蒂芬斯棉(AD7)距离最近,支持率达到75%;C基因组的斯

特提棉(C1)与E基因组的司笃克氏棉(E1)在一个小分支,支持率为77%;D基因组的拟似棉(D6)与D基因

组的其他棉种距离较远,更接近A,B,F基因组棉种且支持率为99%;AD基因组的黄褐棉(AD4)与异源四

倍体中其他棉种的距离较远,与D基因组的拟似棉(D6)在一个分支,支持率99%,拟似棉有可能是四倍体黄

褐棉的D亚组供体种.
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3 讨 论

棉属的起源进化关系,
尤其是异源四倍体棉种的供

体种来源一直是棉花生物学

基础研究的关注点.关于 A
和D基因组中的哪些种是

AD基因组的供体种,一直存

在单系起源说[21]和多系起

源说[22].本研究中基于ITS
序列构建的进化树 显 示 了

7个四倍体棉种与D基因组

不同棉种的亲缘关系,比较

明显的是雷蒙德氏棉(D5)与
陆 地 棉 (AD1)、海 岛 棉

(AD2)、达尔文氏棉(AD5)、
艾克棉(AD6)和斯蒂芬斯棉

(AD7)距离较近,处于一个

大的分支,推测雷蒙德氏棉

(D5)可能是上述四倍体棉种

的供体种.进化分析显示黄

褐棉(AD4)与其他四倍体棉

种距离较远,支持了前人研

究中关于黄褐棉是AD谱系

中最早分支的唯一后代的观

点[23].WU等[24]通过45SrDNA染色体定位分析,发现黄褐棉的3对45SrDNA位点全部分布在A亚基因

组染色体上,而其他异源多倍体棉种的45SrDNA位点1对位于A亚基因组,2对位于D亚基因组,在以雷

蒙德氏棉作为可能供体种的前提下上推测黄褐棉可能存在四倍体化过程中经历了45SrDNA位点的丢失,
即供体种D基因组45SrDNA位点的丢失,或者存在更复杂的动态进化.拟似棉也是已经完成FISH验证的

9个D基因组棉种中唯一一个45SrDNA位点数为2对的棉种,少于其他同基因组棉种,就重复DNA而言,
拟似棉与不同于其他D基因组棉种,而更近似于A基因组棉种[25].本研究中,D基因组的拟似棉与黄褐棉、

A,B和F基因组在一个大分支,结合前人研究结果中两个棉种在各自基因组内的特殊性,推测黄褐棉的D
亚组供体种可能为拟似棉,进一步支持了多系起源的观点.

A基因组中草棉(A1)和亚洲棉(A2)与异源四倍体棉种的距离较远,进一步支持了比草棉和亚洲棉更早
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的阿非利加棉(A1-a)或者灭绝的A0 作为四倍体棉种A亚组供体种的推论[26].达尔文氏棉与海岛棉在一个

小分支.四倍体棉种中黄褐棉与陆地棉距离最远.C基因组的斯特提棉与E基因组的司笃克氏棉在一个小分

支,被认为是姐妹类群[19].
艾克棉(AD6)和斯蒂芬斯棉(AD7)是近年基于更多的形态、生理、分子生物学证据,被鉴定的新种.之前

的5个四倍体棉种中,毛棉主要分布于夏威夷及太平洋的其他群岛,黄褐棉分布在巴西一块很小的区域内,
它是遗传上距离陆地棉最远的一个棉种.达尔文氏棉是海岛棉的野生近缘种,主要分布在加拉帕戈斯群岛,
黄褐棉是四倍化形成之后最早分离出来的一个分支,与陆地棉亲缘关系最远[20].本研究进化树分析也支持

了 WENDEL等[21]关于四倍体棉种的进化关系:海岛棉与达尔文氏棉形成独立小分支,支持率87%;黄褐棉

独立于其他四倍体棉种之外.新种艾克棉和斯蒂芬斯棉与陆地棉聚到同一个分支,它们亲缘关系较近,也说

明了在明确为新种之前被认为是陆地棉的野生种系的原因[7,9].

4 结 论

利用ITS通用引物成功获得了6个棉种的ITS序列信息,基于序列比对分析,补充了前人相关研究中

部分棉种ITS区序列的未知碱基,并首次完成新鉴定的两个四倍体棉种AD6 和AD7 的ITS区序列信息,从
而修正和完善了棉属的ITS序列.在此基础上构建了涵盖了A,B,C,D,E,F,AD共7个基因组的棉属系统

发育树.进化分析表明,新鉴定的两个四倍体棉种与陆地棉有着较近的亲缘关系;四倍体棉种的D亚组供体

种有着不同来源,支持了多系起源的观点.

  附 录

附表、图见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.01.018).
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Evolutionanalysisofcottonbasedon45SrDNAinternaltranscribedspacer

LiuYuling1,ZhaiJingjing1,2,LiYi1,LiXingyan1,ZhaoZilin1,ZhangShengwen1,WeiYangyang1,PengRenhai1,2

(1.SchoolofBiologyandFoodEngineering,AnyangInstituteofTechnology,Anyang455000,China;

2.SchoolfoLifeScience,ZhengzhouUniversity,Zhengzhou450001,China)

  Abstract:TheInternaltranscribedspace(ITS)sequenceof45SrDNAishighlyvariableandisawidelyusedassequence
barcodeinthestudyofevolutionaryrelationshipsamongspecies.Inthisstudy,theITSsequencesof6cottonspecies,Gossypi-
umekmanianum(AD6),Gossypiumstephensi(AD7),Gossypiumanomalum(B1),Gossypiumdavidsonii(D3-d),Gossypium
klotzschianum(D3-k),Gossypiumaridum(D4)werecloned.TheITSsequencesoftwonewlyidentifiedtetraploidcottonspe-
cies,G.ekmanianumandG.stephensii,wereobtainedforthefirsttime,andtheunknownbasesofITSsequencesofG.anom-
alum,G.davidsoniiandG.klotzschianum wereadded.AphylogenetictreeofGossypium wasconstructedbasedonITSse-

quenceinformation,whichcoversA,B,C,D,E,FandAD7genomesofGossypium.Theevolutionarystatusofthetwo
newlyidentifiedtetraploidcottonspecieswasdetermined,andthegeneticrelationshipofcottonwasdiscussed.Theresultsof
thisstudysupplementedandperfectedITSsequenceinformationofcotton,andfurtherclarifiedtheevolutionaryrelationship
betweenthecotton,whichwillprovidereferenceforphylogeneticanalysisofcotton.

Keywords:Gossypium;ITS;45SrDNA;evolutionaryanalysis
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附表Ⅰ 供试材料与来源

Attachedtab.Ⅰ Materialsandsources

材料名称 NCBI收录号

草棉G.herbaceum A1 U12713

亚洲棉G.arboreum A2 U12712

斯特提棉G.sturtianumC1 U12720

瑟伯氏棉G.thurberiD1 U12711

辣根G.armourianum D2-1 U12725

雷蒙德氏棉G.raimondiiD5 U12718

拟似棉G.gossypioidesD6 U12724

司笃克氏棉G.stocksiiE1 U56812

材料名称 NCBI收录号

长萼棉G.longicalyxF1 U12722

陆地棉G.hirsutum AD1 U55340

海岛棉G.barbadenseAD2 U55339

毛棉G.tomentosum AD3 U12717

黄褐棉G.mustelinum AD4 U12714

达尔文氏棉G.darwiniiAD5 U12716

克氏拟似棉属Gossypioideskirkii U56783


